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I n  a previous report [I], we have given the complete primary structure of xB,-caseinomacro- 
peptide which is the soluble COOH-terminal fragment split from bovine xB,-casein by rennin. 
We also reported on the COOH-terminal sequence of the NH,-terminal fragment, the so-called 
para-x-casein. 

The present paper deals with the complete amino acid sequence of bovine xB-casein, which 
has now been achieved by establishing the primary structure of para-xB-casein of which we 
discuss the salient features. This work has been reported briefly in a short communication [2]. 
SCM-para-xB-casein and maleyl xBCN1, the NH,-terminal cyanogen bromide fragment of xB- 
casein [l], were used as starting material. The tryptic and peptic peptides of SCM-para-xB-casein 
and the chymotryptic peptides of xBCN1 were isolated on Dowex 50 and Sephadex G-50 or G-25, 
and their sequences were determined either partially or completely by using classical methods 
and in some cases mass spectrometry. All these peptides and a NBS fragment of SCM-para-xB- 
casein have provided all the overlaps needed for the completion of the amino acid sequence of 
para-xB-casein. 

Para-xB-casein is a single polypeptide chain containing 105 amino acid residues: Asp,. Asn,, 
Thr,, Ser,, PyroGlu,, Glu,, Gln,,, Pro,,, Gly,, Ala,, Val,, 1/2 Cys,, Met,, Ile6, Leu,, Tyr,, Phe,, 
Lys,, His,, Trp,, Arg,, and its molecular weight has been calculated to be 12269. The average 
hydrophobicity, calculated according to Bigelow [3], is 5.48 k J  (1.310 kcal) per residue, and para- 
xB-casein can be therefore considered to be a very hydrophobic molecule. Its net positive charge 
a t  pH of native milk (about 6.8) is very close to 4.5. The high content (11.50/,) and rather uniform 
distribution of prolyl residues are incompatible with much a-helical organization of the molecule, 
as previously shownfor x-casein [4]. Both hydrophobic and charged amino acid residues are distrib- 
uted non-uniformly along the chain. Two regions, 1-24 and 80-105, are hydrophilic: the very 
hydrophilic former, with NH,-terminal pyroglutamic acid, contains a cysteinyl residue located 
inside a cluster of eleven ionizable residues including six out of the seven total dicarboxylic amino 
acids; the 80-105 region, which contains the second cysteinyl residue in position 88, is rather 
hydrophilic, except a t  the COOH-terminal end which is hydrophobic in spite of the presence of a 
cluster of four basic residues. These two hydrophilic regions are very likely to be on the outisde 
of the molecule and this may favor the formation of intermolecular S-S bonds. The very hydro- 
phobic central part of the chain, viz., 25-79, where most of the aromatic residues are located, 
has a para-x-casein-Iike behaviour in aqueous solution, and it may be responsible for the aggrega- 
tion ability of para-x-casein. 

According to the sequence data of both xB1-caseinomacropeptide [l] and para-x-casein, it is 
concluded that bovine xB-casein is made up of a single polypeptide chain containing 169 amino 
acid residues : Asp,, Asn,, Thr,,, Ser,,, SerP,, PyroGlu,, Glu,,, Gln,,, Pro,,, Gly,, Ala,,, Val,,, 
1/2 Cys,, Met,, Ile,,, Leu,, Tyr,, Phe,, Lys,, His,, Trp,, Arg,, with NH,-terminal pyroglutamic 
acid. However, in accordance with the well-known lability of glutamine residues in NH,-terminal 
position [5], such a pyroglutamic acid residue may arise from the subsequent cyclisation of a 
NH,-terminal glutamine residue present originally in native x-casein. The content of proline 
residues is high (1 1.80/,). The molecular weight of the carbohydrate-free monomer of xB-casein 
is 19023. Its net negative charge a t  pH of native milkis close to 3.5 and its average hydrophobicity 
is about 5.37 k J  (1.285 kcal) per residue, 
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We have already reported [6] the location of the two amino acid substitutions differentiating 
the two known genetic variants : the B variant differs from the A variant by the respective amino 
acid substitutions Ile 136/Thr and Ala 148/Asp. 

Tryptic and chymotryptic peptides isolated by Jollbs et al. [7] from xA-casein correspond 
obviously to the fragments 11-16, 17-25,31-34, 63-67, 1-10 and 86-105 of x-casein strand, 
but there is only partial agreement concerning the sequences of amino acid proposed for the last 
three fragments. More recently, Fiat et al. [8] have studied a short glycopeptide isolated from 
bovine x-casein, but neither the amino acid sequence nor the location of the phosphate group agree 
with our results. 

Les precedents travaux du laboratoire [1] relatifs 
b la determination de la structure primaire de la 
caseine x bovine ont permis d’etablir la sequence 
des 75 derniers residus d’acides aminbs de cette 
phosphoglycoprotiine constitube d’une unique chaine 
peptidique de 169 rbsidus. Ce sont les 64 residus du 
caseinomacropeptide, le fragment COOH-terminal 
resultant de l’hydrolyse par la presure d’une 
liaison tres labile de la caseine x dans lequel la 
position exacte des deux substitutions Thr/Ile et 
Asp/Ala diffbrenciant les variants gbnetiques A et 
B a 6th determinbe [6], et I1 residus de l’extrhmite 
COOH-terminale du fragment NH,-terminal appele 
paracasbine x .  

Dans le present travail, qui a fait l’objet d’une 
breve communication [a], nous avons etabli la 
sequence complete des 105 residus d’acides amines 
de la paracaseine x (dont Jollbs et al. [7] avaient 
donne anterieurement des dements de structure) 
en analysant des fragments trypsiques, pepsiques 
et ({NBS, de la SCM.-paracaseine x ainsi que des 
fragments n-chymotrypsiques du peptide xBCNl [I]  
qui est le fragment $CNBrn NH,-terminal de la 
cas6ine xB. 

Ainsi s’acheve l’btude de la structure primaire 
de la caseine x bovine dont nous donnons la sequence 
complete. 

MATGRIEL ET MGTHODES 
Mattriel 

La casbine xB a 6t6 preparee selon Zittle et 
Custer [lo], mais en omettant le traitement final 
b l’kthanol, b partir du lait d’une vache de race 

Ce travail fait partie d’une These de Doctorat d’Etat 
(J.-C. Mercier), Universite de Paris VII. 

Abre’viations non usuelles: Met*, methionine presente 
sous la forme homoserine-homosbrine lactone ; HSer, homo- 
shine; SerP, phosphoshrine; peptides CN et  NBS, peptides 
obtenus respectivement par action du bromure de cyano- 
gene et  de la N-bromosnccinimide; SCM-px, paracadine x 
8-carboxymBthyl6e. 

Enzymes: Prksure (EC 3.4.4.3); trypsine (EC 3.4.4.4); 
w-chymotrypsine (EC 3.4.4.6); pepsine (EC 3.4.4.1) ; thermo- 
lysine (EC 3.4.4.-); leucine aminopeptidase (EC 3.4.1.1); 
aminopeptidase M (EC 3.4.1.-) ; carboxypeptidase A (EC 
3.4.2.1) ; carboxypeptidase B (EC 3.4.2.2) ; carboxypeptidase 
C (EC 3.4.2.-). 

frangaise frisonne pie-noire, homoz ygote pour l’allele 
x-CnB. Le fragment ((CNBr H NH,-terminal de la 
casbine xB (peptide xBCN1) a At6 prepare selon les 
mbthodes precbdemment decrites [i]. La paracaseine 
xB a 6tb s6parie d’un hydrolysat ccpr6sure)) de la 
casbine xB par chromatographie sur carboxymethyl- 
cellulose microgranulaire en tampon Tris-dimethyl- 
formamide selon Kim et al. [9]; son homogbneite a 
B t B  vBrifj6e par blectrophorese sur gel d’amidon selon 
Schmidt [lo] 

A l’exception de la prbsure (Hansen, cristallis6e), 
de la thermolysine (Merck, 6000 PU/mg), de l’amino- 
peptidase M et de la carboxypeptidase C (Rohm, 
2500 mU/mg), les enzymes utilisees proviennent de la 
Firme Worthington Biochemical Corporation: tryp- 
sine(2 x cristallisee, TRL, 7AA) ; pepsine (2 x cristal- 
lisbe, PM) ; n-chymotrypsine (3 x cristallisee, CDI 
7CD) ; leucine aminopeptidase (LAP DFP, 5,9 mg/ml) ; 
carboxypeptidase A (COA DFP, 50 mg/ml) ; carboxy- 
peptidase B (COB DFP, 2,9 mglml). 

L’origine des autrcs produits est la suivante : 
anhydride maleique, Prolabo ; isothiocyanate de 
phbnyle, Fluka, redistill6 ; acide trifluorac&ique, 
Eastman ; bromure de cyanogene, Schuchardt ; 
N-bromosuccinimide, Baker Organic Chemical ; hy- 
drazine hydratee, Prolabo, retraitbe au laboratoire 
[l] (indice de refraction de l’hydrazine anhydre 
obtenue : [a]? = 1,467) ; carboxymbthylcellulose 
microgranulaire CM 32, Whatman ; Dowex AG-50 
W-X2,200-400 mesh, Biorad; Sepbadex, Pharmacia. 

JIdthodes 
Traitement du peptide x B C N l  par l’anhydride 

nzalCigue. Le peptide xBCN1, normalement trBs 
insoluble B pH 8,5, se dissout parfaitement bien 
ap rh  blocage des risidus lysyle par l’anhydride 
maleique [Ill.  La technique de malbylation que 
nous avons utilisee est identique b celle appliqube b 
la caseine nsl [12], mais la reaction a btB effectube 
en milieu chlorure de guanidine 3 M. Aprbs Blimina- 
tion de l’exchs de reactifs par dialyse contre un 
tampon N-Bthylmorpholine 0,02 M, pH 8,5, la 
solution du peptide xBCNl malbyli: reste parfaite- 
ment Claire. 

1 Cette preparation nous a 6tt5 fournie gracieusement par 
les Etablissements Hansen que nous remercions vivement. 
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S -  CarboxymCthylation de la paracasdine xB. La 
SCM-paracasitine xB, resultant de l’alkylation par 
l’acide iodoacittique de la paracaseine xB pritalable- 
ment rkduite en milieu urite et 2-mercaptoBthano1, 
a &ti: pr6par6e selon Woychik [13]. 

Hydrolyses enzymatiques. L’hydrolyse de la casitine 
xB par la pritsure a 6th effectuee dans les conditions 
de Kim et al. [9]. La carboxypeptidase C a &it 
utilisite en tampon citrate de sodium 0,1 M, pH 5,3 
selon Sprossler et al. [14], mais les doses d’enzymes 
nhcessaires pour degrader les peptides sont nette- 
ment plus itlevees que celles indiquees par ces 
auteurs. Les conditions gitnkrales d’emploi des autres 
enzymes ont k tk  ditcrites pritcitdemment : trypsine 
[12] ; pepsine, a-chymotrypsine, leucine amino- 
peptidase et carboxypeptidases A et B [15]; ther- 
molysine [ 161 ; aminopeptidase M [ 171. Seules seront 
donc pritcisites les conditions particulikres : quantite 
de peptide, rapport enzyme/substrat, tempitrature, 
duree de la rhaction, etc. En ce qui concerne les 
exopeptidases, le volume de la preparation commer- 
ciale employe a ittb rapportit B 0,l pmole de peptide, 
et les rhsultats ont &ti: exprimes en moles d’acides 
aminits libitrits par mole de peptide. 

Hydrolyse par la N-bromosuccinimide. Pour ob- 
tenir une coupure selective au niveau du groupe 
carbonyle de l’unique residu tryptophanyle [18] de 
la SCM-paracasitine x, nous avons fait agir la 
N-bromosuccinimide en presence d’achtate de mer- 
cure, dans les conditions ditcrites par Ramachandran 
et Witkop [19]. 

Autres techniques. L’hydrazinolyse a ittit effectuee 
selon la technique de Fraenkel-Conrat e t  Chung 
Ming Tsung [20]. Les autres techniques utilisbes 
dans ce travail ont &tit ditcrites en detail ou ritfitren- 
ciites dans nos pritcitdentes publications : chromato- 
graphie sur colonne et sur papier, itlectrophorhse 
sur papier, dosage des acides aminits, du trypto- 
phane et du phosphore [12] ; hydrolyse par le bromure 
de cyanogene [21] ; degradation soustractive d’Ed- 
man [15]. 

Xpectromdtrie de masse. La sequence de quelques 
peptides a ittit vitrifiee ou prbcisee par spectromittrie 
de masse, apres N-achtylation et permitthylation ou 
perdeuteriomethylation [22,23]. 

Nomenclature des peptides. Les peptides ont 6ti. 
ditsignes selon le traitement enzymatique ou chimique 
ayant permis leur obtention; T = trypsine; Th = 
thermolysine; P = pepsine; C = a-chymotrypsine; 
CN = bromure de cyanoghne; N B S  = N-bromo- 
succinimide; m = designe un peptide malhyli. 

RI~SULTATS 
Composition en acides arninds de la paracasiine x 

La composition en acides aminbs de la para- 
casitine x B  (Tableau i), dhduite des r6sultats de 
l’hydrolyse acide totale de la SCM-paracasitine x B  

Tableau 1. Composition en aeides aminis de la paracasiine x 
Les chiffres gras sont ceux qui different entre eux 

Somme 8.  b 
Acide amink SCM-pxB a xBICN1 Sequence 

+ xRiCN3 111 

Acide aspartique 
ThrBonine 
SBrine 
Acide glutamique 
Proline 
Glycine 
Alanine 
CystBine 
Valine 
Mdthionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phdnylalanine 
Lysine 
Histidine 
Tryptophane 
Arginine 
Phosphore 

mol d‘acides amines/mol de peptide 

6 3  7 7 
2,8 c 3 3 
6,4 c 7 7 

16,O 17 17 
11,5 13 12 
1s 1 1 
8,5 9 9 
292 2 2 
5,0d 5 5 
132 1 1 
5,5d 6 6 
794 7 7 
8 ,8c  8 9 
4,O 4 4 
6,O 6 6 
3,1 3 3 
1,1 l e  1 

5 5 
- - 

5,o 
- 

Nombre de 
rdsidus 105 105 

a Sauf indication contraire, les chiffres correspondent la nioyenne 
des duplicata de 3 temps d‘hydrolyse, respectivement 24, 48 et 96 h. 

La paracasbine xB correspond a la somme des peptides xB,CNl 
et xB,CN3, si I’on fait abstraction du r6sidu homos6rine-homos6rine 
lactone COOH-terminal de ce dernier [i]. 

c Chiffres extrapoles linkairement au temps z6ro. 
d Chiffres correspondant a une hydrolyse de 96 h. 
e Valeur donnee par Spies [18]. 

ou calculee B partir des compositions en acides 
amines des deux fragments ((CNBro xB,CNl et 
xB,CN3 de la casitine x B ,  [i], est dans l’ensemble 
en bon accord avec celles rapportees anthrieure- 
ment par divers auteurs [24,25,9]. Si l’on se r6fkre 
aux acides aminits basiques par exemple, seules 
diffkrent les estimations du nombre de rhsidus 
lysyle qui serait itgal B 6 ou 7. En fait, le premier 
chiffre parait le plus correct, car il correspond exacte- 
ment B la diff’brence entre les valeurs de 9 et 3 trou- 
vees pour la lysine, respectivement dans la casbine 
x [26,27,1] et le caseinomacropeptide [i, 25,28-321. 

PEPTIDES TRYPSIQUES DE LA SCM-PARACASEINE XB 

La paracashine x comportant 5 ritsidus arginyle 
et 6 residus lysyle, on pouvait s’attendre b obtenir 
par hydrolyse trypsique une douzaine de peptides 
au minimum. En fait, seuls quelques fragments 
trypsiques ont i t tB obtenus avec un bon rendement, 
vraisemblablement parce que certaines liaisons 
Lys/Arg-X sont difficilement attaqubes par la 
trypsine : soit parce qu’elles sont difficilement acces- 
sibles B l’enzyme en raison de l’insolubilith de la 
paracaseine x dans les conditions de pH de l’hydro- 
lyse, soit parce qu’elles sont du type Lys/Arg-Pro. 
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La solution de SCM-paracaseine xB dans le tam- 
pon N-ethyl-morpholine 0,2 M, pH 8,5 &ant trhs 
h6t&rog&ne, nous avons utilise les conditions d’hydro- 
lyse suivantes : rapport molaire enzyme/substrat 
= l/loo; 40°C; 17 h d’incubation. Le surnageant 
et le precipite de l’hydrolysat trypsique ont B t B  
separes par centrifugation (20000 tours/min ; 20 min) 
et analyses separement. 

Etude du surnageant de l’hydrolysat trypique 
Les peptides trypsiques du surnageant ont Bt6 

separes par chromatographie sur Dowex 50 (Annexe, 
Fig.l), puis sur Sephadex (2-25. Certains d’entre 
eux ont 6th purifies par Blectrophorhse ou chromato- 
graphie preparative sur papier. 

L’annexe, Tableaux 1-6 et la Fig. 1 presentent 
l’ensemble des resultats donnant la sequence par- 
tielle ou complkte des peptides trypsiques ainsi 
obtenus. 

Peptide TI (Annexe, Tableau 1)  
(Asx,Glx,)-Gln-Pro-Ile-Arg 

La sequence partielle COOH-terminale -Gln-Pro- 
Ile-Arg a 6t6 Qtablie B l’aide des carboxypeptides A, 
B et C. La sequence NH,-terminale n’a pu &re 
dBtermin6e car la leucine aminopeptidase et la 
mQthode d’Edman donnent des resultats negatifs. 
Une analyse plus pouss6e de la structure a 6th 
faite en Btudiant des fragments pepsiques resultant 
de l’hydrolyse du peptide T1 par la pepsine (rapport 
molaire enzyme/substrat = ’ Iso;  20 “C ; 24 h d’incuba- 
tion en milieu acide formique 5 vol. O/&. Trois frag- 
ments pepsiques ont Bt(, separes B 1’6tat pur par 
chromatographie sur Dowex 50, et analyses B l’aide 
des exopeptidases. 

La comparaison des Blhments de sequence deter- 
mines sup le peptide TI  et ses fragments pepsiques, 
a permis de preciser sa structure, soit: 

T l  : (Glx,Glx,Glx,Asx,Glx,Glx)-Gln-Pro-Ile-Arg 
TIP1 : Glx, Glx-( Gln,Asn,Gln) 
T1P2 : Glx,Glx, Glx,Pro,Ile,Arg 
TIP3 : (Asn,Gln,Glu)-(Glx,Pro,Ile,Arg) 
Sequence: Glx-Glx-Gln- Asn-Gln-Glu-Gln-Pro-Ile- Arg. 

Finalement, nous avons fait appel B la spectro- 
metric de masse pour Blucider la nature des deux 
premiers residus. Apres elimination du residu arginyle 
COOH-terminal B l’aide de la carboxypeptidase B, 
et perdeuteriomethylation, le peptide T1 a B t B  
analyse au spectromktre de masse. L‘Btude du 
spectre obtenu a permis d’ktablir la nature et 
l’enchainement de tous les residus d’acides aminBs 
constitutifs de 1’8chantillon inject6, soit [2] : 

PyroGlu-Glu-Gln- Asn-Gln-Glu-Gln-Pro-Ile. 
Ces resultats ont Bt6 confirm& en appliquant 

la m6me methode B 1’6tude du peptide TlP3. 

Peptide T2 (Annexe, Tableau 2) 
Ser-Cys-Gln-Ala-Gln-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg 
L’Btude du peptide xBICN3, qui eat le fragment 

(( CNBr B central de la cashine x ,  nous a permis #&tab- 
lir precedemment [ 13 la sequence COOH-terminale 
de la paracasbine x ,  soit : Met-Ala-Arg-His-Pro-His- 
Pro-His-Leu-Ser-Phe. Le peptide T2, qui contient 
l’unique residu methionyle de la paracasbine x ,  
possbde donc la sequence COOH-terminale -Met- 
Ala-Arg, Ceci a B t B  vBrifi6 B l’aide des carboxypepti- 
dases A et B qui liberent, outre ces 3 rbsidus, un 
rbsidu threonyle. La leucine aminopeptidase libhre 
4 acides amines dont une glutamine. La nature du 
second r6sidu Glx a 6th dbduite de la mobilite du 
peptide T2, prealablement hydrolyse par les carboxy- 
peptidases A et B, en 6lectrophorbse sur papier B 
pH 6,5. Six stades de la degradation d’Edman ont 
donne les enchainements manquants. Grhe au 
peptide T2, nous connaissons donc l’enchainement 
de 19 residus d’acides amines de la partie COOH- 
terminale de la paracaseine x.  

Peptide T3 (Annexe, Tableau 3) 
Ser-Pro-Ala-Gln-(Ile,Leu,Gln,Trp,Glx)-Val- 

Leu- Ser- Asp-Thr-Val- Pro- Ala-Lys 
Les carboxypeptidases A et B liberent unique- 

ment le residu lysyle ; l’enchainement des 4 premiers 
residus a Btb dbtermine B l’aide de la degradation 
soustractive d’Edman. Une analyse plus complAte 
de la sequence a At6 faite en Btudiant des fragments 
(( thermolysine )) separes d’un hydrolysat a thermo- 
lysine )) du peptide T3 (rapport molaire enzyme/ 
substrat = 40 “C; 24 h d’incubation) par 
chromatographie sur Dowex 50, et Blectrophorbse 
sur papier B pH 1,9. 

Fragment NH,-terminal. T3Thl: Ser-Pro-Ala-Gln, 
Trois stades de la degradation d’Edman en ont 
donne la sequence complbte. Le residu glutaminyle 
COOH-terminal a 6th identifib B l’aide de l’amino- 
peptidase M. 

T3Th2 : Val-Leu-Ser-Asp-Thr-(Val,Pro,Ala)-Lys 
T3Th3 : Thr-Val-(Pro,Ala)-Lys 
T3Th4 : Ala-Lys. 

Ces 3 peptides, qui possedent le residu lysyle 
COOH-terminal du peptide T3, representent des 
fragments de la partie COOH-terminale de celui-ci, 
ce qui donne un premier recoupement. Cinq stades 
de degradation d’Edman donnent la sequence des 
5 premiers residue du peptide T3Th2, le residu aspar- 
tyle ayant BtB identifib en hydrolysant ce peptide 
avec l’aminopeptidase M. L’enchainement des autres 
acides amines a Btb deduit des rbsultats de 2 stades 
de la dhgradation d’Edman appliquee au peptide 
T3Th3. 

Fragments COOH-terminuux. 
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Fragments de la p r t i e  centrale de la chaine. 
T3Th5: Gln,Leu, et T3Th6: Gln,Trp. Les seuls 
fragments obtenus ont Qt6 ces deux dipeptides, 
neutres Q pH 6,5. L’ensemble de ces rBsultats nous 
donne la sequence partielle du peptide T3 indiqube 
ci-dessus, qui sera BlucidBe lors de 1’6tude des 
peptides chymotrypsiques du fragment aCNBr B 
xBCN1. 

Peptide T4 (Annexe, Tableau 4) 
Ile- Asn- Asn- Gln-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr 

La leucine aminopeptidase libere 6 acides amin& 
dont deux asparagines et une glutamine, et la carboxy- 
peptidase A libere une tyrosine. Lee resultats de 
7 stades de degradation d’Edman et d’une hydra- 
zinolyse effectuee sur le peptide dont la tyrosine 
COOK-terminale avait BtB prbalablement lib6ree 
par la carboxypeptidase A ont permis d’ktablir la 
sequence complete de ce decapeptide. 

Peptides T5 et T6 (Annexe, Tableau 4 )  
Tripeptide T5. Asp-Glu-Arg. L’hydrolyse du 

peptide T5 par la leucine aminopeptidase libere de 
l’acide glutamique et de l’acide aspartique, ce 
dernier occupant la position NH,-terminale d’apres 
les resultats d’un stade de dbgradation d’Edman. 
La carboxypeptidase B libere de l’arginine. Le 
tripeptide T5 represente vraisemblablement le frag- 
ment COOH-terminal du peptide T6, et ceci a BtB 
vBrifi6 par la suite. 

Hexapeptide T6. Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg. La 
carboxypeptidase B libere une arginine. La nature 
des residus Asx et  Glx a BtB determinee Q l’aide des 
carboxypeptidases A et B. La sequence de cet 
hexapeptide a B t B  deduite des r6sultats de deux temps 
d’hydrolyse par la leucine aminopeptidase. 

Peptide T7 (Annexe, Tableau 5) 
Tyr-Ile-Pro-Ile-Gln-Tyr 

L’hydrolyse par la carboxypeptidase A libere 
de la tyrosine et de la glutamine, dont l’enchaine- 
ment a Bt6 Btabli par hydrazinolyse. Quatre stades 
de degradation d’Edman donnent la structure com- 
plete de ce peptide. 

Peptide T8 (Annexe, Tableau 5\ 
Pro-Ala-Ala-Val- Arg 

Trois stades de degradation d’Edman et une 
hydrolyse par la carboxypeptidase B, ont permis 
d’htablir la sequence. 

Peptides T9 et T10 (Annexe, Tableau 5) 
T9 : Ile-Ala-Lys, et T10 : Phe-Phe-Ser-Asp-Lys. 
La sequence du tripeptide T9 a B t B  Btablie Q 

l’aide des exopeptidases. 

La structure du peptide T10 a B t B  dkduite des 
rBsultats de trois stades de dbgradation d’Edman, 
la position COOH-terminale de la lysine ayant 6tB 
v6riii6e A l’aide de la carboxypeptidase B. La pr8- 
sence du residu aspartyle a BtB Btablie en hydroly- 
sant le peptide avec la leucine aminopeptidase. 

On peut remarquer que certains peptides, tels 
T4 et T7, rbsultent manifestement de coupures non 
specifiques aaisemblablement favorisBes par l’action 
prolonghe de la trypsine. En reduisant la durBe de 
l’hydrolyse trypsique, on pouvait done s’attendre 8. 
obtenir des fragments de plus grande taille donnant 
d’utiles recoupements. 

La paracasbine xB a done B t B  hydrolysee par la 
trypsine dans les m6mes conditions que prkcbdem- 
ment, mais en reduisant la duree d’incubation 
3 h. L’hydrolysat trbs hBt6rogbne a 6tB dessbchb, 
repris en totalit6 par l’acide formique 75 vol. Ole, 
et chromatographi6 sur Dowex 50. Des diverses 
fractions obtenues, nous avons isole par chromato- 
graphie sur Sephadex 6-25 et 6lectrophorese sur 
papier, la plupart des peptides precBdemment 
6tudiBs, ainsi que 3 nouveaux peptides, d6nommbs 
T11, T12 et T13. 

Peptides Tl1 et T12 (Annexe, Tableau 6) 
T11 : Val-Leu-Ser- Arg 
T12: Tyr-Ile-Pro-Ile-Gln-T yr-Val-Leu-Ser- Arg 

Les resultats de l’hydrolyse par les carboxy- 
peptidases A et B, et de deux stades de degradation 
d‘Edman, donnent la sequence complete du tetra- 
peptide T11. La composition en acides amines du 
peptide T12 est la somme de celles des peptides T l l  
et  T7; I’enchainement T7-Tll a BtB 6tabli en 
analysant la sequence COOH-terminale du peptide 
T12 Q l’aide des carboxypeptidases A et B, et en 
v8ri6ant la presence d’un residu N€I,-terminal 
tyrosyle B l’aide de la leucine aminopeptidase. 

Peptide T13 (Annexe, Tableau 6) 
Phe-Phe- Ser-Asp-L ys-Ile- Ala-Lys 

La composition en acides amines de cet octa- 
peptide est la somme de celles des peptides T9 et 
T10 dont l’enchainement T10-T9 a Bt6 deduit des 
r6sultats de I’hydrolyse du peptide T13 par la leucine 
aminopeptidase et les carboxypeptidases A et B. 

A ce stade de notre Btude, nous connaissons done 
la sequence de 13 fragments de la paracaseine x ,  
representant environ 8001, de la chaine peptidique 
(Fig. 1). Le peptide Tl est probablement le fragment 
NH,-terminal mais la presence du residu pyrogluta- 
myle n’est pas une preuve suffisante car il peut 
rBsulter de la cyclisation d’un rBsidu glutaminyle 
se retrouvant en position NH,-terminale B, la suite 
de la rupture d’une liaison X-Gln. Edm, comme nous 
l’avons fait remarquer prBchdemment, le peptide T2 
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[ (PyroGlu-Glu-Gln-Asn-Gln-Glu-Gln-Pro-110-Arg), (Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg), (Phe-Phe-Ser-Asp-Lys-Ile-Ala-Lys), 

C- TlPl -+ 
I--- 

L L L  

L L 
2 - 2  -2-2-4 

f-- T1P2 - +- +- T5 _+ t Ti0 + +- T9 ‘T 
7 7 7 7  - 2 -  

-+ 
2 L L L L L L  

L I L L L L  
+------- T1P3 _.____-_____-_-___________-____-_ 

L L - L L  A - 5 2 2  

t TI- + T 6 - - - - - - - - - f  -Ti3-+ 

(Tyr-Ile-Pro-Ile-Gln-Tyr-Val-Leu-Ser-~g-T~,Pro,Ser-T~Gly-Leu,Asn), (Tyr-Tyr-Gh,Gln,Lys,Pro,Val-Ala-bu)]- - T7 t Ti1 ’T 
-T12- 

-PO ++ P6 - - f C  P4 

4 L L  

7 7 7 7  7 7  
2 L L L L L L  

---> ---\ ---\ ... \ I--- L... I.-- 
-----\ L L L L - 5  L L L L  4 L L  

7 7  7 7  7 7  T14 --- 
(110- Asn-ksn-Gln-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr-~~la~~~-~o-Ala-Ala-Val-~g-Ser-Pro-Ala-Gln-~~~eu,Gh- 
-T4 

C P7 +- t T 3  -- 
C P5 --f 

-544-2 L L L-- d---  

4- T8 ___+ + T3Thi- tT3Th5- 
7 7 7  77 77 7 -7 7- 7 7 7  

4 L L L  

7 7  7 7 7 7  
- 2 - 2  L L L L  

-- 7 -  

Ti4 -- 

Trp-Gln-Val-Leu-Ser-Asp-Thr-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-Gln-Ala-Gln-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg- 
cT3ThPt 

2 L 

+- T3Th3 ---+ txBCN3---- 

His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Phe.OH) -Met -- - -- 
-- xBCN3 -+ 

Pig. 1. Sdquence prtielle de la p r a m d i n e  x, dkduite desrksultats de l’anulyse de peptides trypsiques et pepstsiques de la paraeasdke x. 
Les acides aminBs en caracthes gras sont ceux dont l’ordre n’est pas connu. Symboles: acides aminks lib6rBs: - par la leucine 
aminopeptidase; ;::? par l’aminopeptidase M; - par les carboxypeptidases A, B et C. SBquenw Mablie: par la mbthode 
d’Edman; 7 par hydrazinolyse; ---, par spectrombtrie de masse. f T -+ peptides trypsiques; c P - t  peptides pepsiques 

est situt5 en pbnultibme position par rapport au 
fragment COOH-terminal de la paracasbine x dont 
la sequence est His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Phe 

OH [l]. Ce fragment, oh sont localisbes les 3 histi- 
dines de la paracasbine x ,  a effectivement 6tte d6tectB 
dans le surnageant A l’aide du reactif de Pauly, mais 
il est rest6 fix6 sur la resine Dowex 50 lors de la 
chromatographie. 

Etude du prdcippitd de l’hydrolysat tryp~ique 
Le prbcipitb de l’hydrolysat trypsique contenait 

principalement un tr&s gros fragment que nous avons 
essay6 de purifier par chromatographie sur Sephadex 
6-50 en milieu acide acetique 60v01.~/,, et  dont 

nous avons determine la composition en acides aminbe 
(Tableau 2). Ce peptide, que nous appellerons T14, 
&ant trbs insoluble il pH 8,5 mais soluble dans 
I’aoide formique 5 vol. ,lo, nous avons choisi de 
I’hydrolyser par la pepsine dans des conditions tr6s 
menagees : rapport molaire enzymelsubstrat 1/6000 ; 
20 “C; 8 h d’incubation dans l’acide formique 
5 v01.-~/,. L’hydrolysat a B t B  chromatographie sur 
Dowex 50 (Annexe, Fig.2) et les fractions obtenues 
ont 6th purifXes sup Sephadex G-50 ou G-25; dans 
quelques cas, une repurification sur papier, par 
Blectrophorbse ou chromatographie preparative, a 
Bt6 necessaire. 

Sept peptides pepsiques dont les compositions 
en acides aminbs sont donnbes dans le Tableau 2 
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Tableau 2. Composition en acides a m i d s  des fragments pepsipues du peptide trypsique TI4 
Entre parentheses: nombres entiem proposbs. Lea valeurs de la sbrine et de la thrbonine, acides aminbs partiellement detruits 

durant l’hvdrolvse, n’ont pas BtB corrigbes 
~~~ 

Somme 
p7 Pl-rPf3. Acide amin6 P1 P2 P3 P4 P5 PB 

Acide aspartique 
Threonine 
Sbrine 
Acide glutamique 
Proline 
Glycine 
Alanine 
Cystbine 
Valine 
Mbthionine 
Isoleucine 
Leucine 
Tyrosine 
Phbnylalanine 
Lysine 
Histidine 
Tryptophane 
Arginine 

~ 

mol d‘acides amin6s/mol de peptide 
- 1,96 (2) 1,02 (1) 

- 0,95 (1) 1,63 (2) 

1,02 (1) 4,17 (4) 0,94 (1) 
- 185 (1) 

- - - 

2,05 (2) 3,Ol (3) - 

1,08 (1) 3’92 (4) - 

0,96 (1) 1,04 (1) - 

- 

- - - 

- - - 
- 1984 (2) 

0,94 (1) 2,Ol (2) 1,03 (1) 
1,78 (2) 2,70 (3) 1,79 (2) 

LO0 (1) 
0,97 (1) LO4 (1) 

- 

- 
- 

- 

- - - 
- - - 
- 0,92 (1) 0,95 (1) 

4 
3 
5 
9 
9 
1 
8 
1 
5 
1 
4 
6 
9 
1 
3 

1 
3 

- 

Nombre de 
reaidus 18 8 4 9 25 9 18 73 72 

* Le peptide pepsique P7 est un fragment du peptide P5. Ces chiffres correspondent B une analyse de 24 h. 

ont BtB obtenus B l’htat pur. En faisant abstraction 
du peptide P7 qui semble &re un fragment du 
peptide P5, hypothese que nous avons verifiee 
ulterieurement, la composition en acides aminbs 
du peptide T14 obtenue par reconstitution B partir 
de ses fragments pepsiques est identique B celle 
determinee par analyse directe. L’analyse des 
extremites NH,- et COOH-terminales de ces 
7 fragments pepsiques, dont les resultats sont 
consign& dans I’Annexe, Tableau 7, nous a permis 
de prhciser la localisation de certains peptides tryp- 
siques 6tudiBs precedemment (Fig. 1). 

Peptide P1 
Ser-Asx-(Thr,Val,Pro, Ala,Lys,Ser,Cys,Glx, 

Ala,Glx,Pro,Thr)-Thr-Met- Ala-Arg 
Les carboxypeptidases A et B liberent dans l’ordre 

Arg,Ala,Met et  Thr, et deux stades de degradation 
d’Edman donnent Ser-Asx- comme sequence NH,- 
terminale. On remarquera que le peptide PI a la 
m6me sbquence COOH-terminale que le fragment 
trypsique T2, et qu’il contient les 3 rbsidus threonyle 
de la paracaseine x localises dans les fragments 
trypsiques T2 et T3. On en deduit que le peptide P1 
est constitub dans l’ordre d’un fragment COOH- 
terminal du peptide T3 et  du peptide T2. Ce recoupe- 
ment nous donne l’enchainement T3-T2. 

Peptide P3 
Trp - Gln-Val- Leu 

La leucine aminopeptidase libere entre autres 
un residu glutaminyle. 

La sequence de ce tetrapeptide a 6th deduite 
des resultats d’un stade de degradation d‘Edman, 
et de deux temps d’hydrolyse par la carboxypeptidase 
A. I1 permet de donner la position exacte du residu 
tryptophanyle dans la chaine peptidique du pep- 
tide T3. 

Peptide P7 
Ile-Asn-(Asn,Gln,Phe,Leu, 

Pro,Tyr,Pro,Tyr,Tyr,Ala,Lys,Pro,Ala)- 
(Ala,Val)-Arg 

La sequence COOH-terminale partielle (Ala,Val)- 
Arg, determinee B l’aide des carboxypeptidases A 
et B, est celle du peptide trypsique T8. La leucine 
aminopeptidase libere entre autres deux residus aspa- 
raginyle et un residu glutaminyle. Deux stades de 
degradation d’Edman donnent l’enchainement NH,- 
terminal Ile-Asn qui est celui du peptide T4. 

Le peptide P7 serait donc constitue, dans l’ordre, 
du peptide T4, d’un fragment de composition Tyr, 
Ala,Lys, et du peptide T8. 

Peptide P5 
Ile-Asn-(Asn,Gln,Phe,Leu,Pro,Tyr,Pro,Tyr, 

Tyr,Ala,Lys,Pro,Ala,Ala,Val, Arg,Ser,Pro, A1a)- 
(Gln,Ile,Leu,Gln) 

D’aprks les resultats de l’hydrolyse par la leucine 
aminopeptidase et de deux stades de degradation 
d’Edman, ce peptide a la mhme sequence NH,- 
terminale que le peptide P7. Le peptide P5 correspond 
donc au peptide P7 prolong6 du c8t6 COOH-terminal 
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par un fragment dont la composition en acides 
amines se deduit par dserence de celles des peptides 
P5 et P7. L’hydrolyse par la carboxypeptidase A 
libbre deux residus glutaminyle, un rBsidu leucyle 
et un residu isoleucyle. On pourra remarquer que ce 
fragment COOH-terminal correspond exactement 
au fragment NH,-terminal du peptide T3, d’oh les 
recoupements: T4 - (Tyr,Ala,Lys) - T8-T3. 

Peptide P4 
Tyr-Tyr- (Gln, Gln, Lys, Pro, Val) - Ala-Leu 

La carboxypeptidase A libbre dans l’ordre la 
leucine et l’alanine. La sequence NH,-terminale a 
B t B  dBduite d’un temps d’hydrolyse par la leucine 
aminopeptidase, et de deux stades de degradation 
d‘Edman. Ce peptide ne donne aucun recoupement 
compte tenu des donnkes actuelles. 

Peptide P6 
Ser-Arg-(Tyr,Pro,Ser)-Tyr-Gly-(Leu,Asn) 

La sequence COOH-terminale partielle a 6t6 
Btablie B l’aide de la carboxypeptidase A; la 
sequence NH,-terminale Ser-Arg- determinee B 
l’aide de la mbthode de degradation d’Edman est 
identique B la sequence COOH-terminale du peptide 
T12, ce qui nous donne l’enchainement: T12-(Tyr, 
Pro-Ser)-Tyr-Gly-(Leu,Asn). 

Peptide P2 
Tyr-Ile-( Pro,Ile)-( Gln,Tyr,Val,Leu) 

Deux stades de degradation d’Edman donnent 
l’ordre des deux premiers rBsidus ; la carboxypepti- 
dase A libere 4 residus. Ce fragment correspond mani- 
festement au peptide trypsique T12 ampute du 
fragment COOH-terminal Ser-Arg. 

Ces resultats, joints B ceux obtenus prBcBdemment 
lors de 1’6tude des peptides trypsiques, permettent 
d‘etablir la sequence partielle de la paracasehe x 
(Fig. 1). Cette figure donne, B quelques exceptions 
prbs, l’enchainement des residus d’acides amines 
de la moitie COOH-terminale de la chaine peptique, 
ainsi que la sequence complbte ou partielle de 5 
fragments de la moitiB NH,-terminale dont Yen- 
chainement reste B Btablir. 

L’Btape suivante de notre travail a donc con- 
siste B determiner les positions respectives des cinq 
fragments Tl,  T6, T13, P2-P6 et P4 dans la 
moitie NH,-terminale de la chaine peptidique, et 
B Btablir l’enchainement de quelques residus d’acides 
aminBs non encore ordonnBs. Dans ce but, nous 
avons etudie les fragments chymotrypsiques pro- 
venant du fragment aCNBr >) NH,-terminal de la 
caseine xB (peptide xBCNl El]). 

FRAGMENTS CHYMOTRYPSIQUES DU PEPTIDE X B C N ~  

Les peptides oc-chymotrypsiques resultant de 
l’hydrolyse du peptide xBCN1 (rapport molaire 
enzymelsubstrat 11200; pH 8.5; 40 “C; 5 h d’incuba- 
tion), prealablement mal8ylB pour augmenter sa 
solubilite [ll], ont BtB s6parBs par chromatographie 
sur Dowex 50 (Annexe, Fig.3) et sur Sephadex 
G-25. Dans quelques cas, une repurification sur papier 
par Blectrophorbse A pH 1,9 s’est r6velBe necessaire. 
Nous avons ainsi isole un grand nombre de peptides 
chymotrypsiques dont l’analyse a permis d’achever 
1’Btude de la structure primaire de la paracaseine x .  
Le Tableau 8, en Annexe, prBsente l’ensemble de 
nos resultats dans un ordre permettant de suivre 
I’Btablissement progressif de la sequence B partir 
de l’extrBmit6 NH,-terminale. 11s sont schematises 
sur la Fig.2. 

Peptide C10 
(Glx,Glx,Glx,Asx,Glx,Glx,Glx,Pro,Ile)- 
(Arg,Cys,Glu,Lys,Asp,Glu)-Arg-Phe-Phe 

La sequence COOH-terminale -Arg-Phe-Phe a 
6th Qtablie en faisant agir A pH 8,5 successivement 
la carboxypeptidase A puis la carboxypeptidase B. 
Le m6me melange d’enzymes agissant & pH 5,4 
libere six residus supplementaires. Ni la methode 
d’Edman, ni la leucine aminopeptidase n’ont permis 
d’identitier le residu NH,-terminal. En se reportant 
A la Fig.1, il est evident que le peptide C10 est 
constitub, dans l’ordre, des peptides T1, T6 et du 
fragment NH,-terminal Phe-Phe du peptide T13. 

Peptide C17 
Ser-Asx-Lys-Ile- Ala-Lys-Tyr 

La carboxypeptidase A libhe un residu tyrosyle. 
Cinq stades de degradation d’Edman donnent la 
sequence complete de ce peptide qui correspond au 
peptide T13 depourvu de son extremite NH,-ter- 
minale Phe-Phe, mais poss6dant un rksidu sup- 
plementaire tyrosyle B son extrBmitB COOH-ter- 
minale. Ceci prouve que le fragment consecutif au 
peptide T13 comporte un residu NH,-terminal tyro- 
syle, ce qui est le cas des deux fragments P2-P6 
et P4 dont les positions respectives restent indeter- 
minees B ce stade de notre Btude. 

Peptide C6 
Ile-Pro-Ile-Gln-Tyr 

La carboxypeptidase A libere dans l’ordre une 
tyrosine et une glutamine, la position COOH-termi- 
nale du residu tyrosyle ayant 6th revkrifiee par 
hydrazinolyse. La sequence complbte a 6tB deduite 
des resultats de trois stades de degradation d’Edman. 
Ce peptide C6 correspond au peptide trypsique T7 
depourvu du residu tyrosyle NH,-terminal. 
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PyroGlu-Glu-G~n-Asn-Gln-Glu-Gln-Pro-Ile-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-~gPhe-Phe-Ser-Asp-Lys-Ile-Ala-Lys- 
-Tl-++ T6 -t-.T13- 

- - A 2 2 2  
L L L L L L L L L  L L L L  

e c10 -+ t-- C17 
77777 

Ile-Asn-Asn-Gln-Phe-Leu-P1.o-Tyr-Pro-Tyr-Tyr-Ala-Lys-~o-A~a-Ala-Va~-~g-Ser-~o-Ala-G~n-~e-Leu-Gln- 
-T4- t T 8 - t  T3 
f 
< C7 -+ c---c12--+< C15 > 

--- . 
- A 2 2 2  L 2 2 -  L L L  

P5 

777 77777 
2 L L  

+- c9 

c C18 ____ 

c C16 -+ 

7 
2 L L L  

-+ 
L L L  2 

7777 7 
2- L L L  

3 
2- L L L L  
t Cl9 
c c20 ___- - - - 
777 

Trp-Gln-Val-Leu-Ser-As~T~-Val-Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-Gln-Al~-Gln-~o-T~-T~-Met-Al~-~g- -- T3-- T2 - 
P1 + t P 3 + 4  

L L  -a 3 
77 L 

--c20+ txBCN3--- - - -  L L  

-Cl- - c5- + 
e NBS -- 

His-Pro-His-Pro-His-Leu-Ser-Phe.OH - Met- . . . -- xBCN3 -+ 
LL’ 

NBS ~ -+ -- 
Fig. 2. Structure primaire de la paracaskine x dkduite de la Pig. 1 apr&s analyae des peptides a-chymotrypsiques du peptide xBCNl 
malkyte’. Les acides aminks en car&ct&res g a s  sont ceux dont l’ordre n’ktait pas COMU avant l’Btude des peptides chymotryp- 
siques. Seuls les principaux peptides trypsiques et pepsiques ont BtB indiquks: se reporter & la Fig. 1. Symboles: Se reporter A la 

Ikgende de la Fig. 1 f T-P+ Peptides trypsiques ou pepsiques; c C +  Peptides chymotrypsiques 

Peptide C13 
Val-Leu 

Un stade de dbgradation d’Edman donne la SB- 
quence de ce dipeptide qui correspond au fragment, 
NH,-terminal du peptide trypsique T i  1. 

Peptide C21 
Ser- Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr 

Quatre stades de degradation d’Edman et une 
hydrolyse par la carboxypeptidase A donnent la 
sequence compl8te. Ce peptide represente le frag- 
ment NH,-terminal du peptide pepsique P6 dont 
la sequence est ainsi pratiquement achevee. 

Peptides C8, C11 et C14 
C8 : Gly-Leu-Asn-Tyr 
C11 : Gly-Leu-Asn-Tyr-Tyr 
Cl4  : Asn-Tyr-Tyr 

L’hydrolyse du peptide C11 par la carboxy- 
peptidase A libere dens l’ordre deux residus 
tyrosyle et un r6sidu asparaginyle. Deux stades de 
dbgradation d’Edman donnent l’enchainement com- 
plet des acides amin& de ce peptide, confirm6 par 
l’analyse des peptides C8 et C14. Les deux residus 
tyrosyle sont manifestement communs aux peptides 
C l l  et P4, ce qui nous donne le recoupement 
(P2-P6) - P4. On remarquera en effet que l’unique 
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residu glycyle de la paracaseine x est localise dans 
le peptide C11 et le peptide P6. 

Nous connaissons donc maintenant l’enchaine- 
ment de tous les fragments localises dans la moitie 
NH,-terminale de la chaine peptidique de la para- 
caseine x ,  soit: Tl-T6-Tl3-P2-P6-P4. 

Peptide C3 
Gln2-Gln-Lys-Pro-Val- Ala-Leu 

Ce peptide correspond au peptide pepsique P4 
dhpourvu, B son extremite NH,-terminale, des 
deux residus tyrosyle. La carboxypeptidase A libere 
effectivement de l’alanine et de la leucine dont 
l’enchainement Ala-Leu a 6th Btabli par hydra- 
zinolyse. Les resultats negatifs obtenus avec la 
leucine aminopeptidase et la methode d’Edman 
suggbrent la presence d’un residu NH,-terminal 
pyroglutamyle resultant de la cyclisation du residu 
glutaminyle en position NH,-terminale aprks hydro- 
lyse de la liaison Tyr-Gln. Ceci a 6th confirm6 en 
analysant au spectrombtre de masse la sequence 
complete du peptide C3 prkalablement permethyl6 
[21* 

Peptide C7 
Ile- Asn- Asn-Gln-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr 

Ce peptide est identique au peptide trypsique T4 
etudie precedemment (Annexe, Tableau 4). 

Peptides Cl9 et Cl6 
C19 : Tyr-Ala-(Lys,Pro,Ala,Ala,Val, Arg,Ser,Pro, 

C16 : Ala-Lys-Pro-Ala-(Ala,Val,Arg,Ser,Pro, 
A1a)-( Gln,Ile,Leu) 

Ala)- Gln-Ile-Leu 
L’hydrolyse de ces deux peptides par la carboxy- 

peptidase A libbre les trois m6mes residus leucyle, 
isoleucyle et glutaminyle dont l’enchainement a B t B  
deduit des resultats de plusieurs temps d’hydrolyse. 
Le residu supplementaire tyrosyle du peptide C19 
se trouve donc en position NH,-terminale, ce qni 
a 6th vbrifie B l’aide de la leucine aminopeptidase. 
Quatre stades de degradation d’Edman effectues 
sur le peptide C16 donnent la sequence des quatre 
premiers rhsidus. 

Ces deux peptides permettent de verifier l’en- 
chafnement (Tyr-Ala-Lys) - T7 - Ti3 deduit de 
1’6tude des peptides pepsiques P7 et P5, et donnent 
l’enchafnement des derniers residus non encore 
ordonnes de la paracaseine x .  

Peptide C20 
Tyr-Ala-Lys-(Pro,Ala,Ala,Val,Arg,Ser, 

Pro, Ala) - (Gln,Ile,Leu) - Gln-Trp 
Ce peptide diffbre du peptide Cl9 par la presence 

des rbsidus glutaminyle et tryptophanyle. La position 
2 sous forme pyroGlu. 

COOH-terminale de ce dernier a Bt6 Btablie par 
hydrazinolyse. Outre ce rbsidu, la carboxypeptidase 
A libbre la leucine, l’isoleucine et deux glutnmines. 
La leucine aminopeptidase libere la tyrosine et 
l’alanine. Trois stades de degradation d’Edman 
confirment l’enchainement Tyr- Ala-Lys. 

Peptides C12, C9 et C18 
C12 : Ala-Lys-Pro-Ala 
C9 : Ala-(Lys,Pro,Ala)-Ala-Val 
C18 : Ala-( Lys,Pro, Ala)-(Ala,Val)- Arg 

L’hydrolyse de ces trois peptides par la leucine 
aminopeptidase libere un residu alanyle. Trois 
stades de degradation d’Edman donnent la sequence 
complbte du peptide C12. Le peptide C18 M e r e  
du peptide C9 par la presence du residu supplemen- 
taire arginyle dont la position COOH-terminale a 
6th vkrifibe A l’aide de la carboxypeptidase B. 

Ces trois peptides confirment l’enchainement 
(Ala-Lys) - T7. 

Peptide C15 
Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-(Ile,Leu) 

L’enchainement des cinq premiers rbsidus a Q t B  
Btabli B l’aide de la degradation d’Edman. La oarbo- 
xypeptidase A libhe la leucine, l’isoleucine et la 
glutamine. Ce peptide permet de verifier l’enchaine- 
ment T7-T3 Btabli prBc6clemment. 

Peptides C1 et C2 
C2: Gln,Trp 
C l  : (Trp,Gln)-Val-Leu 

Le tetrapeptide ‘ C l  est identique au peptide 
pepsique P3. 

Peptides C4 et C5 
(2: Ser-Asx-(Thr,Val,Pro,Ala)-Lys-Ser 
C5: Scr-Asx-(Thr,Val,Pro,Ala)-Lys-Ser-Cys 
Deux stades de degradation d’Edman donnent la 

sequence des deux premiers residus. Les deux 
peptides ayant la m6me sequence NH,-terminale, on 
en deduit que le residu cyst6yle est situe en position 
COOH-terminale dans le peptide C5, ce qui a 6th 
verifie A l’aide de la carboxypeptidase A qui libbre 
un r6sidu cysteyle et  un residu sBryle. Ces deux 
peptides confirment l’enchainement T3 -T2. 

En r6sum6, 1’6tude des fragments chymotryp- 
siques du peptide xBCNl nous a permis d’etablir 
les enchainements manquants (se reporter B la 
Fig. 1) et de verifier en grande partie ceux qui avaient 
Bt6 deduits de l’analyse des peptides trypsiques et 
pepsiques. 

PEPTIDE ((NBS 0 DE LA SCM-PARACASEINE XB 

Nous avons Bgalement analyse un fragment 
sNBSo de la paracasbine x ,  isole par chromato- 
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1 
PyroGlu-Glu-Gln -Am-Gln -Glu-Gln- 

Lys- Ile -Ah -Lys-Tyr- Ile -Pro- 

Asn-Tyr-Tyr-Gln-Gln-Lys-Pro- 

Tyr- Ala-Lys-Pro-Ala -Ala -Val- 

Asp-Thr-Val -Pro-Ala-Lys-Ser - 

Pro -His -Leu-Ser -Phe-Met-Ala- 

Thr- Ile -Am-Thr- Ile -Ala -Ser - 

105 J. 106 

10 20 

30 40 

50 60 

Pro - Ile -Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu- Arg -Phe-Phe- Ser -Asp- 

Ile -Gln-Tyr-Val-Leu- Ser -Arg-Tyr - Pro - Ser -Tyr-Gly-Leu- 

Val -Ala-Leu- Ile -Am-Asn-Gln -Phe- Leu -Pro-Tyr-Pro -Tyr- 
70 80 

Arg -Ser-Pro-Ala-Gln- Ile -Leu-Gln- Trp -Gln-Val-Leu-Ser- 
90 100 

Cys -Gln-Ala -Oh-Pro -Thr-Thr-Met- Ala -Arg-His -Pro -His - 
110 120 

Ile -Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Gln-Asp- Lys -Thr-Glu - Ile -Pro - 
130 140 

Gly -Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro-Thr- Ile -Glu-Ala-Val-Glu - 

160 
(variant A) 

148 150 
Ser -Thr-Val -Ala-Thr-Leu-Glu- Ala -Ser-Pro-Glu-Val- Ile -Glu-Ser- Pro -Pro-Glu- Ile -Am- 0 ASP $ (variant A) 

169 
Thr-Val-Gln -Val-Thr- Ser -Thr-Ala-Val.OH 

Fig. 3. Stmture p r i m i r e  de la madine xB bovine. Les residus d‘acides aminBs encadrbs sont les sites correspondant la double 
mutation diffbrenciant le variant gbnbtique A du variant de rbfbrence B [6]. 4 Liaison peptidique hydrolysee par la prhsure 

graphies successives sur Sephadex G-50, b partir 
d’un hydrolysat de la SCM-paracaseine xB par la 
N-bromosuccinimide. Dans les conditions utili- 
sees [19], on pouvait s’attendre it obtenir deux 
fragments resultant de l’hydrolyse selective de la 
liaison Trp-Gln : 

a) Un fragment COOH-terminal ayant pour 
composition en acides amines Asx,Thr,,Ser,,Glx,, 
Pr~,,Ala,,Val,,~/, Cys,Met,Leu,Phe,Lys,His,,Arg, et  
comme sequences NH,- e t  COOH-terminales, respec- 
tivernent Gln-Val-Leu- et -Leu-Ser-Phe * OH. Ce 
sont precisement lea caracteristiques du peptide que 
nous avons isole (Annexe, Tableau 9) ; notons cepen- 
dant que nous n’avons pas B t B  en mesure $identifier 
le residu NH,-terminal it I’aide de la leucine amino- 
peptidase, mais cet insucchs suggkre la presence d’un 
residu glutaminyle, sous forme cyclisee, b l’extr6mitk 
NH,- terminale. 

b) Un fragment NH,-terminal que nous n’avons 
pu &parer de la SCM-paracaseine xB residuelle dont 
la presence etait due B une hydrolyse incomplbte. 

Quoi qu’il en soit, le fragment cNBSo que nous 
avons obtenu confirme la sequence COOH-terminale 
b partir du residu tryptophanyle. 

DISCUSSION 

La paracaseine x est constitube d’une unique 
chaine peptidique de 105 residus d’acides amines, 
bloquee it son extremite NH,-terminale par un 
residu pyroglutamyle (Fig. 3). Sa composition en 
acides aminbs Asp3, Am,, Thr,, Ser,, PyroGlulu,, 
Glu,, Gln,,, Pro,,, Giy,, Ala,, Val,, ‘1, Cys,, Met,, 

Ile6, Leu,, Tyr,, Phe,, Lys,, His,, Trp,, Arg,, deduite 
de la sequence, concorde avec celle que nous avons 
Btablie precedemment en dosant les acides aminks 
respectivement dans la SCM-paracasbine xB et dans 
les fragments ((CNBr P de la caseine xB, [l] (Ta- 
bleau 1). Elle est trbs proche de celles rapportees 
anterieurement par plusieurs auteurs [9,24,25], les 
divergences portant genhralement sur les acides 
aminks dont la teneur est &levee. 

Les travaux du groupe de Jollbs mis B part, 
ceux qui ont 6th consacr6s it la structure primaire 
de la paracaseine x se sont limit& en fait it 1’Btude 
des extremites NH,- et COOH-terminales. L’Bchec 
de toutes les tentatives faites jusqu’tt present pour 
determiner la sequence NH,-terminale, laissait 
supposer l’existence d’un residu particulier et la 
presence d’un residu pyroglutamyle avait 6th 
suggeree mais non d6montrQe. La sequence COOH- 
terminale -Leu-PheOH suggeree initialement [33,34] 
avait Bt6 ensuite infirmke et le nouvel enchainement 
-Leu-Ser-PheOH propose [35] devait &re verifie 
par la suite [36,37]. UltBrieurement, Jollbs et al. 
Btabiissaient la sequence de 7 [36] puis de 18 re- 
sidus [7] de l’extremit6 COOH-terminale. La s6- 
quence du fragment 87- 105 (Fig. 3), correspondant 
B cette partie de la chaine, est pratiquement iden- 
tique tt celle proposee par Jollhs et al. [7] dont elle 
ne diffhe que par la presence d’un troisihme rBsidu 
histidyle. Cependant, comme nous i’avons fait 
remarquer precedemment [l], cette difference appa- 
remment minime peut avoir des repercussions impor- 
tantes dans le domaine de la recherche de substrats 
synthktiques de la presure. Les autres elements de 
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paracasbine x Casbinornacropeptide - 2 L  

n 

f t t t t t f f  
40 60 ao 100 120 140 160 169 

t f  
1 20 

Fig.4. Diagramme montrant la rdpartition des rdssidus hydrophobes et dea charges dlectripues dans la chatne peptidique de la 
casdsine xB. 4 Liaison hydrolysbe par la p&sure; rbsidu cystbyle. I rbsidu prolyle. Les valeurs de I’hydrophobicitA utilisbes 

pour lea diverses chaines latbrrales des rbsidus d‘acides aminbs sont celles de Bigelow [3] 

sequence donnes par Jolles et al. [7] correspondent 
manifestement aux fragments 11 - 16, 17 - 25, 
31-34, 63-67, 1-10 et 25-30 de la chaine 
peptidique de la paracaseine x .  Toutefois, les 
sequences proposees pour les deux derniers frag- 
ments (respectivement Gln-Gln-Gln-Asn-Glu-Glu- 
Glu-Pro-Ile-Arg et Tyr-Ile-Pro-Ile-Tyr-Gln) different 
de celles que nous avons Btablies. 

La masse moleculaire du monomhre, calculee 
d’aprhs la sequence, est &gale B 12269 daltons. Son 
hydrophobicite moyenne, calculee selon Bigelow 
[3] est de l’ordre de 5,48 k J  (1,31 kcal) par rbsidu. 
Cette valeur Blevee contraste avec celle beaucoup 
plus faible du caseinomacropeptide, qui est de 
l’ordre de 4,53 kJ (1,083 kcal) par residu [l]. 

La teneur &levee en residua prolyle (11,50/o) et 
leur distribution relativement uniforme au sein de 
la chaine peptidique limitent les possibilites de 
structure en helice LX, ce qui confirme les rbsultats 
de Herskovits [4]. 

La paracaseine x est caracterisee par la predo- 
minance des rbsidus basiques, et au pH normal du 
lait, qui est de l’ordre de 6,8, elle posshde une charge 
nette positive voisine de 4,5, ce qui explique sa 
migration vers la cathode b pH alcalin. Du fait de 
l’inegale repartition des residus charges et des 
rksidus hydrophobes, certaines parties de la chaine 
peptidique sont trhs caract6ristiques, et ceci apparait 
clairement sur la Fig. 4. La region COOH-terminale 
delimitee par les rhsidus 80 et 105 est une zone 
plut6t hydrophile, sauf it son extremite COOH- 
terminale b caractere hydrophobe malgre la presence 
d’un groupe de 4 residus basiques. La deuxihme zone 
hydrophile de la molecule, correspondant it la partie 
NH,-terminale de la chaine, est certainement la 
partie la plus remarquable de la paracaseine x :  
plus de la moitie des residus charges y sont locali&s, 
et, sur les 24 premiers residus, on denombre 11 residus 
ionisables, dont 6 residus dicarboxyliques sur les 
16 Em. J. Biochem., Vo1.35 

7 que comporte la molecule; enfin, son extremite est 
bloquee du fait de la presence du rbsidu NH,- 
terminal pyroglutamyle. Quant it la region centrale 
25-79 de la chaine peptidique, c’est une zone trhs 
hydrophobe contenant la presque totalit6 des residus 
aromatiques ainsi que quelques residus basiques 
uniformement repartis. Cette partie de la chaine 
peptidique joue certainement un r61e majeur dans la 
polymerisation des molecules de paracaseine x en 
solution aqueuse, si l’on se refere aux proprietes du 
peptide T14. Ce peptide trypsique, qui correspond 
au fragment 25-97, est en effect trhs insoluble B 
pH 8,5 et comme la paracaseine x il prbcipite en 
formant des fibrilles. 

La presence de 2 residus cysteyle situes respective- 
ment it proximite des extremites NH, et COOH- 
terminales, est une autre caracteristique de la 
molecule. Contrairement au residu cysteyle 11, qui 
est localis6 dans un groupe de 6 residus charges, 
le residu cysteyle en position 88 est situe dans une 
zone hydrophile peu ionisbe. Ainsi, m6me si ces 
deux zones viennent en contact, ce qui ne peut &re 
exclu en raison de la structure relativement lbche 
de la molecule de caseine x en solution [4,38,39], 
lee interactions electrostatiques et hydrophobes 
seront suffisamment faibles pour ne pas favoriser 
la formation d’une liaison disulfure intramoleculaire 
gui n’a d’ailleurs jamais Bt6 mise en evidence. Les 
deux regions hydrophiles comportant les 2 residus 
cysteyle sont probablement situees B l’exterieur de 
la molecule, ce qui est compatible avec l’existence 
de liaisons disulfure intermoleculaires. 

CONCLUSION 

La caseine xB bovine, dont nous avons Btudie 
separhment les deux elements constitutifs, le caseino- 
macropeptide [l] et la paracaseine x ,  est formee 
d’une seule chaine peptidique de 169 residus d’acides 
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aminbs, bloquhe B son extrbmitb NH,-terminale par 
un rhsidu pyroglutamyle. Cependant, bien que ce 
rhsidu ait BtB identifib formellement par spectro- 
mbtrie de masse[2], cela ne prouve pas nbcessairement 
la presence de ce rhsidu dans la cashine x native. La 
grande labilite des rhsidus glutaminyle NH,-ter- 
minaux est un fait bien connu [5 ] :  leur conversion 
en rbsidu pyroglutamyle, qui rbsulte d’une dhamida- 
tion suivie d’un rearrangement molbculaire donnant 
la forme lactame, peut se produire dans des conditions 
de milieu relativement douces. On ne peut donc 
exclure la presence d’un rhsidu NH,-terminal 
glutaminyle dans la casbine x native, car les condi- 
tions d‘isolement et de purification de cette proteine 
sont suffisamment drastiques pour favoriser la 
reaction de cyclisation. 

La composition en acides aminhs de la caskine 
xB: Asp,, Asn,, Thr,,, Ser,,, SerP,, Glu,,, Gln,,, 
PyroGlu,, Pro,,, Gly,, Ala,,, Val,,, ’/, Cys,, Met,, 
Ih3 ,  Leu,, Tyr,, Phe,, Lys,, His3, Trp,, b g , ,  
dbduite de la sbquence, est trks proche de celle que 
nous avons calcul6e en faisant la somme des diEhrents 
rhsidus d’acides aminbs constitutifs des 3 peptides 
oCNBro de la cashine xB, [l] et de celles rapportbes 
antbrieurement par divers auteurs [26,27]. 

La masse molbculaire du monombre ne contenant 
pas de sucres, calculbe d’aprhs la sbquence, est 
bgale ti 19023 daltons. Son hydrophobicit6 moyenne, 
calcdbe d’apr&s Bigelow [3], est de l’ordre de 
5,37 k J  (1,28kcal) par rbsidu. Cette valeur est B 
comparer aux valeurs de 4,89 k J  (1,17 kcal) et 
5,56 kJ (1,33 kcal) par rhsidu trouvbes respective- 
ment pour les casbines aslB et PA2 bovines [40,17]. 
L’absence presque complete de structure secondaire, 
dbduite par Herskovits [a] de mesures do dispersion 
rotatoire optique, est corroboree par la forte teneur 
(1 1 ,8O/,) et la distribution relativement uniforme 
des rbsidus prolyle dans la chaPne peptidique. Au 
pH normal du lait, qui est de l’ordre de 6,8, le mono- 
mere ne contenant pas de sucre de la casbine xB 
a une charge nette nhgative voisine de 3,5. 

L’inbgale rbpartition des rhsidus charges et des 
rbsidus hydrophobes dam la chaine peptidique de la 
casbine x (Fig.4) a btb discutb prAc6demment en 
considbrant respectivement les deux parties COOH- 
et NH,-terminales correspondant respectivement 
au casbinomacropeptide [l] et B la paracas6ine x .  
Sur la Fig.4, il apparait clairement que la liaison 
phhylalanine-mhthionine hydrolysbe par la prhsure 
est sitube dans une zone hydrophobe de la chaine, 
dhlimit6e par deux groupes de rhsidus basiques. 

Rbcemment, Fiat et al. [8] ont dbtermine la 
structure d’un phosphoglycopeptide isolb de la 
casbine x .  Malheureusement, en nous rbfbrant B 
l’enchainement des acides amin6s proposh, il ne 
nous a pas btb possible de la localiser avec certitude 
dans la chaine peptidique de la casbine x .  Rappelons 
que les motifs glucidiques sont localisbs dans la 

region 124-155 d’aprks les resultats de Delfour et 
al. [32] et Pujolle et al. [41]. 

La connaissance du squelette peptidique de la 
casbine x devrait faciliter l’btude de la localisation 
des motifs glucidiques dans les chaines glycosylbes, 
et permettre de mieux comprendre le rBle gue joue 
cette prothine dans l’hdification des micelles et la 
stabilitb de celles-ci. 

Le travail qui s’achhve par le present article doit beau- 
coup B l’excellente collaboration technique de Joel Uro. 
Lea analyses au spectrombtre de masse ont 6th effectubea 
par M. B. C. Das, dans le Service du Professeur Lederer, S 
1’Institut de Chimie des Substances Naturelles, C.N.R.S., 
Gif-sur-Yvette. Nous remercions vivement M. Das de aon 
aide. 

ANNEXES 
Les figures et tableaux suivants ont BtB d6posbs QUX 

Archives originales du Centre de Documentation du C.N.R.S., 
26 Rue Boyer, F-75020 Paris, France, oh ils peuvent btre 
command& sous forme de microfiches ou de photocopies, 
Numbro de rbfhrence de dhp6t: A.O. - 523. 

Annexe, Fig. 1. Diagramme d’6lution du surnageant de 
l’hydrolysat trypsique de la SCM-paracasbine x. 

Annexe, Fig. 2. Diagramme d’hlution de l’hydrolysat 
pepsique du peptide trypsique T14. 

Annexe, Fig. 3. Diagramme d’elution d’un hydrolysat 
chymotrypsique de 30 pmoles du peptide xBCNl mal6yl6. 

Annexe, Tableau 1. Etude du peptide trypsique T i  de 
la SCM-paracasbe xB. 

Annexe, Tableau 2. Etude du peptide trypsique T2 de la 
SCM paracasbine xB. 

Annexe, Tableau 3. Etude du peptide trypsique T3 de la 
SCM-paracashine xB. 

Annexe, Tableau 4. Etude des peptides trypsiques T4, 
T5 et T6 de la SCM-paracadine xB. 

Annexe, Tableau 5. Etude des peptidea trypsiques T7, 
T8, T9 et Ti0 de la SCM-paracasbine xB. 

Annexe, Tableau 6. Etude dea peptides trypsiques T11, 
Ti2 et Ti3 de la SCM-paracasbine xB. 

Annexe, Tableau 7. (Suite 1 e t  2). Etude des fragments 
pepsiques Pi + P7 du peptide trypsique T14. 

Annexe, Tableau 8. (Suite 1,2,3 et 4). Etude des peptidea 
chymotrypsiques C1+ C21 du peptide xBCNl mal6yl6. 

Annexe, Tableau 9. Etude du peptide “NBS” de la 
paracaseine xB. 
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